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In einem Verfahren zur Kultivierung von Gewebezellen 
und Mikroorganlsmen werden wenigstens drel aneinander 
llegende Kammern durch Membranen (A, B) von einander 
getrennl. In einer Zellzuchtkammer (1) befinden sich die Im- 
moblllsierten Zellen. Es wird ledlglich durch eine Membran 
(A) getrenntes Nahrmedium uber eine Mediumkammer (2) 
zirkultert und ein Produkt Qber eine Membran (B) und eine 
Produktkammer (3) abgezogen. 

Die Vorrichtung zur DurchfOhrung der Verfahrens be- 
steht aus wenlgslens einer Zellzuchtkammer (1) einer Me- 
diumkammer (2) und einer Produktkammer (3), welche durch 
Membranen (A, B) voneinander getrennt sind. Die Zellzucht- 
kammer (1) enthalt Gewebe (25) zur Immoblllslerung von 
Zelien. Es kann eine beliebige Anzahl von Kammem zu einer 
Zelizuchtvorrichtung zusammengestellt werden. 

Die Erfindung ermdglicht eine schonende Kultivierung 
von Gewebezellen und eine hohe Volumenausnutzung. 
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Verfahren und Vorrichtung zum Kultivieren von humanerir tie 
rischen, pflanzlichen sowie hybrid en Zellen und Mikroorga- 
nismen 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung 
zum Kultivieren von humanen, tierischen, pflanzlichen sowie 
hybriden Zellen und Mikroorganismen in einem Bioreaktor mit 
wenigstens drei aneinander anliegenden Kanunernr wobei we- 
5 nigstens eine erste Kammer eine Zellzuchtkammer eine zweite 
Kamraer eine Mediumkanuner und eine dritte Kanuner eine Pro- 
duktkammer ist und die einzelnen Kammern von einander durch 
Membranen begrenzt sind. 

Zellen hoherer Eukaryonten (tierische Zellenr humane Zellen, 
10 Pf lanzenzellen und Mikroorganismen) sind in vitro durch fol- 
gende Eigenschaf ten charakterisiert: 

- Wachstum in komplexen Nahrmedien. 

- Hohe Empf indlichkeit gegeniiber mechanischen und hydrauli- 
schen Scheref fekten. 

15 - Hohe Empf indlichkeit gegeniiber physikalischen und chemi- 
schen Umwelteinflussen. 

- Weitgehende Abhangigkeit von einer ausgegl ichenen Versor- 
gung mit Nahrstoffen und Entsorgung der Stoffwecbselpro- 
dukte. 

20 - Die Kinetik der Produktbildung kanh sowohl an das Zell- 
wachstum gebunden sein als auch unabhangig davon erfol- 
gen. 
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- Die Produkte werden entweder ausgeschieden oder sind 
zellassoziiert. 

Bel der Zuchtung von Zellen werden diese mit Nahrstoffen aus 
dem sie umgebenden Nahnnedium versorgt. Die Stoffwechselpro- 
5 dukte der Zellen werden in das Medium abgegeben. Wenn das 

die Zellen enthaltende fliissige Nahrmedium in einem Behalter 
ruhig stehtr so setzen sich die Zellen wegen ihres grosseren 
spezifischen Gewichtes am Behalterboden ab und/oder lagern 
sich an den Behalterwanden an. Die sich daraus ergebenden 

10 hohen Zelldichten haben zur Folge, dass die Diffusion zum 

Nahrstof fnachschub bzw. zur Entsorgung von Stof fwechselpro- 
dukten hicht ausreicht und die Zellen absterben. Daruber 
hinaus ist zur Erlangung von hohen Zelldichten, wie sie bei 
Produktionsprozessen vielfach gewunscht werden, ein Nach- 

15 schub und/oder ein Austausch bzw, eine Regenerierung des Me- 
diums notwendig. Ublicherweise muss daher die Zellsuspension 
entweder in sehr diinnen Schichten kultiviert werden oder fur 
eine standige Aufrechterhaltung einer Suspension gesorgt 
werden, bzw. mussen die Zellen beim Med iumnach schub Oder Me- 

20 diumtausch kurzfristig vom Medium separtert werden. 

Im Zusammenhang mit der geringen mechanischen und chemischen 
Belastbarkeit der Zellen ergeben sich aus den notwendigen 
Massnahmen wie Riihren, Fiillen, Zentrif ugieren, Filtrieren, 
Sterilhalten usw. grosse Probleme bei der Ubertragung sol- 
25 Cher Kultivierungsverfahren vom Labormassstab zur techni- 
schen und grosstechnischen Anlage. 

Bei alien bekannten Verfahren, bei denen Nahrstoffe uber se- 
mipermeable Hembranen zugefuhrt oder Stoffwechselprodukte 
uber solche Membranen abgefuhrt werden, werden die Zellen 
30 zusammen mit einem Kulturmedium bewegt, was in der Reg el 

durch Umpumpen erfolgt. Das Umpumpen von Zellen flihrt jedoch 
zu einer mechanischen Beanspruchung der Zellen, welche da- 
durch geschadigt werden. 
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Aufgabe der Erfindung ist es, unter weitgehend natvirlichen 
Bedingungen, die Zufuhr von "Nahrstoffen und die AbiEuhr yon 
Stoffwechselprodukten unter Vermeidung von mechanischen und 
chemischen Einfliissen zu erzielen. 

5 Die vorgenannte Aufgabe wird ^rf indungsgemass dadurch ge- 

lostr dass eine Nahrlosung -enlihaltende Mediumkammer in ihrer 
Langsrichtung durchstroint wird und dass die Zellzuchtkammer 
sowie die daran anschliessende Produktkammer mit ihrem In- 
halt sich in relativer Ruhe zur Stromungsgeschwindigkeit der 
10 Nahrlosung befinden. 

Die Zellen werden in einer Zellzuchtkammer kultiviert, deren 
Raum durch die beiden gegenuber liegenden Membranen und 
durch zusatzliche Haltevorrichtungertr Anschliisse usw. be- 
grenzt wird. 

15 Auf der Aussenseite der Membranen der Zellzuchtkammer befin- 
den sich ebenfalls Kammernr die mit Nahrmedium ganz oder 
teilweise gefiillt sind. Die Nahrmediumzufuhr erfolgt vor- 
zugsweise durch die Poren der Membrane entweder durch Diffu- 
sion Oder durch Massenfluss. Eine direkte Nahrmediumzufuhr 

20 in die Zellzuchtkammer ist gleichfalls moglich. Ebenso kon- 
nen Produkte der Zellen durch die Membranen abgefiihrt aber 
auch - wahlbar durch die Durchlassigkeit der Membrane - im 
Kulturraum zuriickgehalten werden. Die Medien konnen konti- 
nuierlich oder diskontinuierlich durch die Kammern gefiihrt 

25 werden, wobei das Medium ausserhalb oder innerhalb der Me- 

diumkammern konditioniert (chemisch oder physikalisch behan- 
delt usw.) werden kann. 

Von besonderem Vorteil ist die Pixierung der Zellen an Tra- 
gerelemente, bevorzugt an Gewebe in Form von Netzen. Das hat 
30 den Vorteil, dass zur Pixierung der Zellen keine Biocarrier 
benotigt werden, sondern das Netz selbst als Zellcarrier 
verwendet wird. 
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Zur Durchfiihrung des Verfahrens ist es, gemass Anspruch 3 
zweckraassig, eine Zellzuchtkairaner uber je eine Membran so- 
wohl mit einer Produktkaimner als auch mit einer Nahrinedium- 
kammer zu verbinden. 

Die Kulturkammern konnen als Stapel mit gemeinsamen Zu- und 
Ablaufkanalen aufgebaut werden^ wobei entweder ein Zweikara- 
mersystem (Medium/Zellen) oder ein Dreikammersystem (Me- 
'dium/Zellen/Produkt) als minimale funktionelle Einheit ange- 
wendet werden kann. Die Anzahl der Kammern in einem Stapel 
kann jedoch beliebig gewahlt werden. Die PI ache der Kultur- 
kammern ist durch die prod ukt ion sbedingte Maximalgrosse der 
Membranen begrenzt. 

In einer Zellzuchtkammer konnen zwei ^Membranen mit unter- 
schiedlicher Porengrosse verwendet werden. Dabei ist die Po- 
rengrosse der Membran zwischen Zellen und Nahrmedium so zu 
wahlen^ dass ein Nahrstof f tausch stattfinden kann und die 
Membran zwischen den Zellen und der Produktekammer , dass le- 
diglich die Stof f wechselprodukte auf die Produktseite hin- 
durchtreten konnen - 

Die Membranen konnen aus jedem brauchbaren Material bestehen 
und jede Porengrosse aufweisen. Sie konnen symmetrisch oder 
asymmetrisch, polar oder unpolar, hydrophil oder hydrophob 
sein und mussen in ihrer Starke dera System angepasst wer- 
den. Die Membranen mussen jedoch so beschaffen sein, dass im 
wesentlichen die Zellen zuruckgehalten werden. Es gel ten die 
genannten Kriterien auch fiir gaspermeable Membranen. Die Ho- 
he der Kammer zwischen den bevorzugt horizontal liegenden 
Membranen ist durch die Nahrmediumzuf uhr und die gewunschten 
Zelldichten begrenzt. Die Kulturkammer kann mit Einbauten 
zum Stutzen der Membranen und/oder zur Erzeugung von Konvek- 
tion und/oder zur kontrollierten Leitung der Suspension ver- 
sehen werden. Die Mediumkammern sind in ihren Volumina nur 
durch den gewunschten Durchfluss bzw. durch die Leiteinrich- 
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tungen zur Steuerung der Konvektion und der Strbmung sowie 
das gewiinschte Volumen begrenzt. 

Der Gesaintaustausch (Ver- und Entsorgung) von Gasen, wie 
CO2 usw«, kann entweder durch externe Oder interne Anreiche- 
5 rung im Kulturmedium in gelbst^r Form Oder als Gas/Fliissig- 
ke its-Dispersion erfolgen, aber auch durch gaspermeable Mem- 
branen beliebiger Form durchgefiihrt werden. Dies kann entwe- 
der analog zu den Medienstromen oder durch Einsatzmembranenr 
z,B. schlauchf brmige Membranen, die durch die Kulturkammern 
10 gefiihrt werden und gleichzeitig als Stiitznetze der Flachmem- 
branen und/oder Trager der Zellen dienen, erfolgen. 

Es hat sich, gemass Anspruch 4, als gunstig erwiesen, die 
Membranen zwischen dem Medium und der Zellzuchtkammer in ih- 
rer Porengrbsse so zu wahlen^ dass Stoffe mit Teilchen, die 
15 100 '000 Dalton ubersteigen^ nicht mehr durch die Membranen 
passieren kbnnen. 

Fur die Membranen zwischen der Produktkammer und der Zell- 
zuchtkamraerr gemass Anspruch 5, ist es zweckmassig, eine Po- 
rengrbsse zu wahlen, die zwischen 0,1 pm und 0,6 jam, vor- 
zugsweise 0,2 ^m betragt. 

20 Gemass Anspruch 6 ist es zweckmassig, die Membranen inner- 
halb der Zellzuchtkammer in einem Abstand von 0,3 bis 10 mm 
anzubringen. Es hat sich als besonders vorteilhaft erwiesen, 
den Abstand beider Membranen mit 0,5 mm zu wahlen, da die 
als Trager fiir die Zellen dienenden Netze auch 0,5 mm dick 

25 sind und so mit ihrer Textur die ganze Zellzuchtkammer aus- 
fullen* 

Nach Anspruch 7 ist es zweckmassig, Mess-Sonden in die Lei- 
tungen einzuflihren, welche zum Einbringen der Zellsuspension 
und zur Ernte dienen. Diese Leitungen fiihren rechtwinklig 
30 durch alle Kammern hindurch, wobei der Kopf eines Messfuh- 

lers etwa in der Mitte einer Zellzuchtkammer fixiert ist. Es 
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sind insbesondere Sonden fur pH, p02 vorgesehen* 

Zur Fixierung der Sonden haben sich, gemass Anspruch 8, 
Feststellbolzen als besonders geeignet erwiesen, welche von 
der Gegenseite der Leitung so eingefuhrt und befestigt sind, 
5 dass sie die Lage der Mess-Sonden begrenzen. Durch den Fest- 
stellbolzen wird das Totvolumen im Leitungsrohr zur Oder von 
der Zellzuchtkammer verringert. 

Als besonders vorteilhaft zum Immobilisieren von Zellen, ha- 
ben sich als Trager, gemass Anspruch 9, Gewebe erwiesen, 
10 welche eine netzformige Textur aufweisen. 

Als Zell trager net ze sind, gemass Anspruch 10, Netze aus 
Kunststof fen, insbesondere aus Fluorkohlenwasserstoffen ge- 
eignet. 

Gemass Anspruch 11,. sind Netze mit rautenformigen Offnungen 
15 vorteilhaft. Hierbei setzen sich die Zellen um die Gewebefa- 
den fest und lassen eine mittige Offnung fur den Stoffaus- 
tausch frei. 

Die Erfindung soli anhand von Zeichnungen beispielhaft naher 
beschrieben werden. 

20 Es zeigt: 

Fig. 1 ein Prinzipschema des Verfahrens mit einem Aufriss 
durch die Vorrichtung gemass der Erfindung r 

Fig. 2 einen Grundriss durch die Zellzuchtvorrrichtung ge- 
mass Fig. 1, 

25 Fig, 3 einen Schnitt A-A gemass Fig. 2, 

Fig. 4 einen Schnitt B-B gemass Fig. 2, 
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Fig. 5 eine Anordnung der Sonden in der Zellzuchtkanuner , 

Fig. 6 eine Vergrosserung im Bereich der Befestigung der 
Membranen, 

Fig. 7 eine schematische Darstellung eines Zweikanunersy- 
5 stems. 



Fig. 8 ein Schema eines Dreikanimer systems und 

Fig. 9 ein perspektivischer Einblick in den Aufbau der Zell- 
zuchtvorrichtung. 

Gemass Fig. 1 besteht eine Zellzuchtvorr ichtung in ihrer 

10 einfachsten Ausfuhrung aus je einer Zellzuchtkammer 1, wel- 
che von einer Mediumkammer 2, und einer Produktkammer 3 ein- 
geschlossen wird. In Fig. 1 sind weitere Zellzuchtkammern 
1', 1", eine weitere Mediumkammer 2' und eine weitere Pro- 
duktkammer 3" gezeigt. Die Vorrichtung ist je nach den Be- 

15 durfnissen beliebig erweiterungsf ahig. Die drei Kamraern wer- 
den durch eine Deckplatte 4 und eine Bodenplatte 5 be- 
grenzt. Die einzelnen Kammern sind durch Membranen und an 
diesen randseitig angebrachten Dichtungen steril abgedich- 
tet. In einer Leitung 6 zur Zellenzufuhr und Zellenernte 

20 sind Sonden 7 bzw. 7' zur Messung bzw. Steuerung von pH und 
p02 vorgesehen. Zur Fixierung der Sonden innerhalb bei- 
spielsweise in der Zellzuchtkammer 1 » sind Feststellbolzen 8 
bzw. 8' vorgesehen. Die Zellzuchvorrichtung ist mit An- 
schliissen 9,9* fur ein Nahrmedium sowie mit Anschlussen 10, 

25 10' fiir das Produkt versehen. Ein Behalter 11 zur Aufberei- 
tung des Nahrmediums ist liber eine Leitung 12, ein Dosier- 
ventil 13, eine Pumpe 14, ein Ventil 15 und eine flexible 
Leitung 16 mit dem Anschluss 9 an der Zellzuchtvorrichtung 
verbunden. liber eine Leitung 17 wird das zirkulierende Me- 

30 dium in den Behalter 11 zuriickgef iihrt. Der Behalter 11 ist 
mit einer Temperaturregelung 18 verbunden sowie einer Bega- 
sungseinrichtung 19. Die Begasungsstation 19 beinhaltet eine 
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Zufuhrleitung 20 fur Luft und eine Zuf uhrleitung 21 fur Koh- 
lenstof fdioxid, Zwischen der Begasunqsstation 19 und dem Be- 
halter 11 ist eine Zuluftfilter 22 und in der Abluf tleitung 
23 ein Abluftfilter 24 vorgesehen* 

Fig. 2 zeigt den Grundriss der Zellzuchtvorrichtung gemass 
Fig. 1 mit der Bodenplatte 5, dem Anschluss 9 fur die Me- 
diumzufuhr und dem Anschluss 9' fur die Mediumabfuhr von und 
zu den Mediumkammern 2 und 2* sowie die Anschlusse 6» und 6" 
zu den Zellzuchtkammern I,!',!", 

In Fig. 3 ist die Zellzuchtkammer 1, die Mediumkaimner 2 und 
die Produktkaroraer 3 zwischen der Deckplatte 4 und der Boden- 
platte 5 befestigt. Zwischen der Zellzuchtkammer 1 und der 
Mediumkammer 2 ist eine Membran A und zwischen der Produkt- 
kammer 3 eine weitere Membran B vorgesehen. Die Mediumzufuhr 
erfolqt uber den Anschluss 9 und die Mediumabfuhr uber den 
Anschluss 9'. Der Anschluss 10 ist fur den Produkteintritt 
und der Anschluss 10" fur den Produktaustritt vorgesehen. 
Sowohl der Mediumstrom als auch der Produktstrom sind durch • 
mit Pfeilen vorgesehenen punktgestrichelten Linien angedeu- 
tet. 

In Pig. 4 ist der Anschluss 6' fiir den Eintritt der Zellsus- 
pension und der Anschluss 6" fur den Austritt der Zellsus- 
pension vorgesehen. Bier ist der Weg der Zellsuspension 
gleichfalls durch eine strich-punktierte Linie wiedergege- 
ben. 

In Fig. 5 ist die Anordriung von Sonden 7,7' im Eintritts- 
stutzen 6' und Austrittsstutzen 6" der Zellzuchtkammer 1 ge- 
zeigt, die zur Fixierung in ihrer Eindringtief e von den 
Peststellbolzen 8 und 8' begrenzt sind. Ein Messkopf 7a be- 
findet sich in der Mitte der Zellzuchtkammer 1. 

In Fig. 6 ist die Befestigung der Membranen A,B und von Ge- 
weben 25,25% welche zur Immobilisierung der Zellen oder Mi- 
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kroorganismen dienen, gezeigt. Die Befestigung erfolgt durch 
Zusammenklemmen an der Peripherie, wobei auf deti Geweben 
aufgebrachtes Dichtungsmaterial 27,27' und 28, 28': gleichzei- 
tig als Distanzhalterung dient. 

Fig. 7 zeigt das Schema eines Zweikammersys terns, wobei Nahr- 
stoffzufuhr und Produktabf uhr iiber gleichartige Membranen A 
erfolgen. Das Nahrmedium zirkuliert iiber die AnschlUsse 9 
mit Abzweigungen in die Mediumkammern 2, 2', 2", 2"' zura An- 
schluss 9'. Die Zellzuchtkararaern sind mit Membranen 
A versehen. Die Zellen werden iiber den Anschluss 6' in die 
Zellzuchtkammern eingebracht und nach beendeten Wachstum 
Oder aus anderen Grlinden \iber den Anschluss 6" geerntet. 

In Fig. 8 erfolgt die Mediumzufuhr und Produktabfuhr in 
gleicher Weise wie in Fig. 7. Die Zellzuchtkammern hingegen 
sind durch entsprechende Rohrverbindungen hintereinander ge- 
schaltet. 

Fig. 9 zeigt eine geoffnete Zellzuchtkairaner mit der Deck- 
platte 4 und der Bodenplatte 5. Zwischen den Membranen A und 
B sind Gewebe 25 mit der erf indungsgemassen Textur versehen, 
die gleichzeitig als Stutzgewebe fur die Membranen und als 
Trager 25 bzw. 25' flir die Zellen dienen. 

Die Betriebsweise wird anhand von Fig. 1 erlautert. Nach dem 
Zusammenbau einer Zellzuchtvorrichtung bestehend aus den 
zellzuchtkammern 1,1 SI"* den Mediumkammern 2,2', den Pro- 
duktkaramern 3,3' sowie der Deckplatte 4 und der Bodenplatte 
5, des weiteren den Membranen A und B sowie die in den Zell- 
zuchtkammern 1,1M" zwischen den Membranen befestigten 
Netzen (Fig. 9), wird die Apparatur auf Dichtigkeit gepruft 
und in bekannter Weise mit Dampf sterilisiert . Zur Immobili- 
sierung der Zellen wird eine Zellsuspension iiber die Leitung 
6 der linken Seite die Zellzuchtkammern 1,1M" und die Aus- 
gangsleitung 6a auf der rechten Seite der Vorrichtung iiber 
ein entprechendes nicht gezeigtes Impfgefass so lange zirku- 
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liert, bis alle Zellen auf den Netzen fixiert sind. 

Gleichzeitig wird eine im Behalter 11 bereitete sterile 
Nahrlosung als Medium mittels der Pumpe 14, uber die Leitung 
16, den Anschluss .9, die Mediumkaimnern 2 und 2\ die Sammel- 
leitung 9', Leitung 17 in den Behalter 11 rezirkuliert. Die 
Menge des Medienstroins wird mit dem Ventil 13 eingestellt* 
Die Begasung des Nahrinediums erfolgt mittels der Begasungs- 
einrichtung 19, welche eine Dosiereinheit fur die Zugabe von 
Luft uber die Leitung 20 und CO2 liber die Leitung 21 vor- 
sieht. Diese Gase werden vor dem Eintritt in den Behalter 11 
iiber das Zuluftfilter 22 sterilf iltriert. Die Abgase aus dem 
Behalter 11 konnen uber das Abluftfilter 24 entweichen. 

flber den Anschluss 10 kann produktseitig eine geeignete 
Fliissigkeit beispielsweise fiir den kontinuierlichen Ab trans- 
port der Stoffwechselprodukte aus den Zellzuchtkammern 1, 
l',1" geleitet werden. Diese durchstromt die Produktekammern 
3 und 3' und verlasst die Zellzuchtvorrichtung uber den An- 
schluss lO', Das Produkt kann aber auch diskontinuierl ich 
abgezogen werden, wobei wahrend des Zellzuchtbetr iebs die 
Ventile zu den Anschlussen 10 und 10' geschlossen bleiben, 
bis sich durch die Permeation durch die Membranen in den 
Produktskamraern 3 und 3' geniigend Produkt angesammelt hat, 
welches unter Druck steht und uber die Leitung 10' im Be- 
darfs- bzw. Erntefall abgezogen werden kann. 

Die Betriebsweise der Kulturkammmern lasst sich auf die je- 
weilige Produktionskinetik optimal abstimmen. Dies wird da- 
durch gewahrleistet, dass eine Iramobilisierung der Zellen in 
einem gewunschten Ausmass erreicht wird und sowohl die Zell- 
seite als auch die Medium- und gegebenenf alls die Produkt- 
seite getrennt kontinuierlich oder diskontinuierl ich durch- 
stromt werden konnen. Die Vorteile der bekannten Verfahren 
der Zellimmobilisierung, der Dialysekul tur und der Perfu- 
sionskultur konnen mit der Methode der Batchkultur, der ein- 
stromigen und mehrstrbmigen kontinuierlichen Betriebsweise 
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dadurch kombiniert werden. Es ist daher moglich, fur jede 
beliebige Produktionskinetik die optimale Betriebsweise .zu 
wahlen. Es kann das erf indungsgeraasse Verfahren fur biokata- 
lytische Umwandlungen von Substraten zu Produkten verwendet 
werden. Das erf indungsgemasse Verfahren ergibt eine leichte- 
re Bearbeitbarkeit und bessere Kontrollierbarkeit sowie die 
Moglichkeit der kontrollierten Durchstrbmung und der Mess- 
werterfassung im Kulturraum. Im Vergleich zum komplizierten 
Verfahren der Mikroverkapselungstechnik gewahrleisten weit 
einfachere und kleinere Anlagen eine bessere Kontrollierbar- 
keit und liefern dabei gleich gute oder bessere Ergebnisse. 

Beisplel: 

Die Kulturkammern werden mit Polysulfon von 0,2 ;jhi Poren- 
grossen bestuckt, die Zu- und Ablaufkanale von Kultur- und 
Mediumkaramern parallel zusainniengef asst und- der Apparat ste- 
rilisiert. 

Die Kulturkammern werden mit einer Zellsuspension der Hybri- 
dom-zellinie C28 befullt. Es ist dies eine Hybridorazellinie 
zwischen primaren Humanzellen und eiher Mausemyeolomzelli- 
nie. Sie produziert humanes IgGl und scheidet dieses in das 
umgebende Medium aus. Dieses Kulturmedium besteht aus 90 % 
Dulbecco's MEM und 10 % foetalem Kalbserum. Die Startzell- 
dichte betragt 500*000 Zellen/ml. Die Kultivierungstempera- 
tur ist 36,5 'C. In den Mediumkanalen wird Kulturmedium, das 
mittels einer Airliftpumpe mit Luft angereichert wird, umge- 
pumpt und mit einem Volumenaquivalent des Kulturkammervolu- 
mens taglich durchstromt. Nach drei Tagen ist eine Zelldich- 
te von 1,8 X 106 Zellen/ml erreicht, die IgGl-Konzentration 
auf der Mediumseite betragt etwa 30 rag/1. Die Globulinkon- 
zentration steigt allmahlich auf etwa 100 mg/1 und stabili- 
siert sich nach einer weiteren Woche. 

Durch das erf indungsgemasse Verfahren werden den Zellen auf 
schonende Weise ausreichend Nahrstoffe zugefiihrt sowie 
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Stoffwechselprodukte abgeflihrt. Ein schadlicher physikali- 
scher Oder chemischer Einfluss kann durch die Membranen von 
den Zellen ferngehalten werden. Durch die Anordnung der Mem- 
brankanunern in Stapeln ist eine hohe Volumenausnlitzung gege- 
ben und damit die Moglichkeit, technisch relevante Kultur- 
grossen als Einhextsoperation zu erreichen. 



MBR 



9248 EPA 

0155237 



- 13 - 



P.atentanspruche 



1. Verfahren zum Kultivleren von huraanen, tierischen 

pflanzlichen sowie hybriden Zellen und Mikroorganismen 
in einem Bioreaktor mit wenigstens drei aneinander anr 
Ixegenden Kanunern, wobei wenigstens eine erste Kaimner 
eine Zellzucbtkamraer (1) eine zweite Kammer eine Medium- 
kanuner (2) und eine dritte Kanmier eine Produktkanuner (3) 
ist und die einzelnen Kamraern von einander durch Membra- 
nen (A,B) begrenzt sind, dadurch gekennzeichnet , dass 
eine Nahrlosung enthaltene Med iumkammer (2) in ihrer 
Langsrichtung durchstromt wird und dass die Zellzucht- 
kammer (1) sowie die daran anschliessende Produktkammer 
(3) mit ihrem Inhalt sich in relativer Ruhe zur Stro- 
mungsgeschwindigkeit der Nahrlosung befinden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Zellen ihnerhalb der Zellzuchtkammer (1) an Tragern 
aus netzartigen Geweben (25,25«) inunobilisiert werden. 

3. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach den An- 
spruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass wenig- 
stens eine Zellzuchtkammer (1) uber eine Membran (B) rait 
einer Produktkammer (3) und iiber eine weitere Membran 
(A) mit einer Med iumkammer (2) in Verbindung steht und 
dass die Membranen (A) und die Membranen (B) unter- 
schiedliche Porengrossen aufweisen. 



. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Membran (A) eine Ausschlussgrenze von 100 '000 
Dal ton aufweist. 
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5. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Membran (B) eine Porengrbsse von 0,2 pm auf- 
weist . 

6. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Membranen (A,B) in der Zellzuchtkainmer (1) ei- 
nen Abstand von 0,3 bis 10 mm aufweisen. 

7. Vorrichtung nach den Anspruchen 3 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine Mess-Sonde (7) durch einen orthogo- 
nal durch die beiden an die Zellzuchtkammer (1) anlie- 
genden Kammern (2; 3) hindurchf iihrenden Anschlussstutzen 
(6') und eine weitere Mess-Sonde (7') durch einen An- 
schlussstutzen (6") mit dem Messkopf (7 a) innerhalb der 
Zellzuchtkammer (1) fixiert ist, 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Mess-Sonden (7,7') mittels Peststellbolzen 
(8,8' ) fixiert sind. 

9. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zwischen den beiden Membranen (A,B) der 
Zellzuchtkammer (1) netzartige Gewebe (25,25') befestigt 
sind . 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass die netzartigen Gewebe (25,25') aus Kunststoffg ewe- 
ben bestehen. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass die netzartigen Gewebe (25,25') rautenformige Off- 
nungen aufweisen. 
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/I* 

METHOD AND PROCEDURE FOR THE CULTIVATION OF HUMAN, 
ANIMAL, PLANT AND HYBRID CELLS AND MICROORGANISMS 

The invention relates to a method -and a setup for the 
cultivation of human ^ animal, plant and hybrid cells and 
microorganisms in a bioreactor with at least three adjacent 
chambers, and with at least one first chamber being a cell growth 
chamber, a second chamber being a medium chamber, and a third 
chamber being a product chamber, and with separation between the 
different chambers being achieved by membranes. 

Cells of high eukaryotes (animal cells, human cells, plant cells 
and microorganisms) have the following characteristic properties in 
vitro: 

- growth in complex nutrient media. 

- high sensitivity against mechahical and hydraulic shearing 
effects. 

- high sensitivity against physical and chemical environmental 
influences . 

- "cohsiderabTe dependehc^^^ on balanced supply of nutrients and 

removal of metabolic products. 

- the kinetics of product formation can either be connected with 
cell growth or it can occur independently of cell growth. 

- the products are either excreted or associated with the cell. /2 

^Numbers in margin indicate pagination in the foreign text 
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During the raising of cells, the cells are supplied with 
nutrients from the surrounding nutrient medium. The metabolic 
products of the cells are released into the medium. When the 
liquid nutrient medium which contains the <:ells is motionless in a 
container, then the cells deposit because of their higher specific 
weight on the floor of the container and/or they deposit on the 
container walls. The resulting high cell densities cause diffusion 
for resupply of nutrient or for the removal of metabolic products 
to be insufficient and the cells die off. However, to reach high 
cell densities, as is often desired in procjuction processes, it is 
necessary to provide resupply of nutrients and/or exchange or 
regeneration of the medixm. Traditionally, the cell suspension had 
to be either cultivated in very thin layers or care had to be taken 
to constantly maintain the suspension, or there was the possibility 
of separating the cells for a short *1:ime from the medium during the 
resupply of medium or medium exchange. 

In connection with the low mechanical and chemical tolerance of 
the cells, the required steps of stirring, filling^ cpntrifuging, 
"f iTterXng/^1^^ sterility, etc. raised great problems in the 

transfer of such cultivation methods from the laboratory scale to 
industrial and large-size industrial installations. 

In all the known procedures, in which nutrients are added via 
semipermeable membranes or metabolic products are removed through 
such membranes, the cells are moved together with the culture 
medium, and as a rule this process is conducted by circulation 
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pumping. The circulating pumping of cells, however, leads to 
mechanical stress applied to the cells, which are thus damaged. 

The purpose of the invention is, using largely natural 
conditions, to achieve the supply of nutrients and the removal of 
metabolic products while avoiding mechanical and chemical effects. 

The above-mentioned task is accomplished by the invention by the 
use of a nutrient-solution containing medium chamber through which 
there is a longitudinal flow and by the fact that the cell growth 
chamber as well as the subsequent product chamber with its content 
are relative motionless with respect to the flow velocity of the 
nutrient solution. 

The cells are cultivated in cell growth chamber^ whose space is 
limited by the two opposite membranes and by additional holding 
installations , attachments , etc . 

On the exterior side of the membrdnes of the cell growth chamber 
there are also chambers which are either filled completely or 
p^tially with nutrient medium. \The supply of nutrient medium 
preferably occurs through pores of the membrane or diffusion or 
mass" flow 7 A direct supply of nutrient medium to the cell growth 
chamber is also possible. It is also possible to remove products 
from the cey^s throu m embrane or — as se lecte d by selecting 

the permeability of the membrane--to retain the products in the 
culturing space. The media can be piped continuously or 



discontinuously through the chambers, and the medium can be 
conditioned (treated chemically or physically, etc.) either outside 
or inside the medium chamber. 




The fixation of the cells^to support elements is particularly 
advantageous, preferably using fabrics in the form of nets. This 
h^Efs tHe advantage* that" the "fixation of the dells requires no 
biocarriers, instead the net itself can be used as cell carrier. 

For the implementation of the procedure it is appropriate, /4 
according to Claim 3, to connect one cell growth chamber through 
one membrane in each case both with the product chamber as well as 
with the nutrient mediiim chamber. 

The culture chambers can be constructed in the ^fdrm ofr stiacksn: 
with shared inlet and outlet lines, and, as minimum function unit, 
one can use either a two-chamber system (medium/cells) or a. three- 
chamber system (medium/cells/product) . The number of chambers in 
a stack can, however, be selected at will. The surface area of the 
culture cheunbers is limited by the production-dependent maximum 
size of the membranes. - 

In a cell growth chamber it is possible to use two membr€uies 
with different pore sizes. The pore size of the membrane between 
cells and nutrient medium should be selected in such a^ manner that 
a nutrient ex6iran^e~ce^^ membrane between the - 

cells and the product chamber should be selected so that only 
metabolic products can pass through to the product side. 

The membranes can be made of any uscible material and can have 
any pore size. They can be symmetrical or asymmetrical, polar or 
apolar, hydrophilic or hydrophobic, and their strength must be 
adapted to the system. The membranes, however, must be constructed 
in such a manner that the cells are essentially held back. The 
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criteria listed also apply to gas-permeable membranes. The height 
of the chamber between the membranes, which are preferably arranged 
horizontally, is limited by the nutrient medium supply and the 
desired cell densities, '^T?He culture chamber ca^^ provided with 

^S^tiSl^^^yfeSjfe^^ generation 
of convection and/or for controlled guidance of the suspension. 
The medium chambers are limited in their volumes only by the 
desired throug^hflow or the guidance installations for the control /5 
of convection and flow and the desired volxime. 
^ The total exchange (supply and removal) of gases, such as O^, 
COj, etc., can either be achieved by external or internal 
enrichment in the culture medium in dissolved form or as a 
gas/liquid dispersion, but it can also be conducted using gas- 
perme2U3le membranes of any shape. This can either occur 
analogously to the media flows or through the inserted membranes, 
for exeunple hose-shaped membranes, which can be led through the 
culture chambers and which function simultaneously as bracing nets 
for flat membranes and/or carriers for the cells, 

■According to" "Claim 4, it has been shown to be advantageous to 
select pore sizes for the membranes between the medium and the cell 
growth chamber which are such that substances with particle sizes 
above 100,000 daltons no longer can pass through the membranes. 

For the membranes between the product chamber and the cell 
growth chamber, according to Claim 5, it is appropriate to select 
a pore size between 0.1 /xm and 0.6 urn, preferably 0.2 ixm. 
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According to Claim 6, it is appropriate to install the membranes 
in the cell growth chamber at an interval of 0.3 to 10 mm. It has ^ 
been shown to be particularly advantageous to' select a 0,5-mm 
separation between the two membranes because the thickness of the 
nets used as carriers for the cells is also 0.5 mm and thus they 
fill the entire cell growth chamber with their texture. 

According to Claim 7^ it is appropriate to introduce measurement 
probes into the lines used for the introduction of a cell 
suspension and for harvesting. These lines are led at a right 
angle through all chambers, with the head of a measurement sensor 
being attached approximately in the middle of a cell growth 
chamber. Particularly probes for pH, pO^ are provided. /6 

For the attachment of the probes, according to Claim 8, it has 
been shown that rigid setting bolts are particularly advantageous, 
which are introduced from the opposite side of the line and 
attached in such a manner that they limit the location of the 
measurement probes. By the rigid setting bolts the dead volume in 
the line leading to or away from the cell growth, chamber is 
"reducedV 

Fabrics which have a net-shaped texture have been shown to be 
particularly advantageous as carriers, according to Claim 9, for 
the immobilization of the cells. 

According to Claim 10, appropriate cell carrier nets are made of 
plastics, particularly f luorohydrocarbons . 

According to Claim 11, nets with diamond-shaped openings are 
particularly advantageous. In this case the cells become attached 



7 



to the fabric threads and they leave a central opening for 
substance exchange • ^ 

The invention will be described in further detail using an 
example and with reference to the drawings, in which: 

Figure 1 shows a diagrammatic representation of the principle of 
the procedure with a cutout of the apparatus according to the 
invention. 

Figure 2 shows a ground plan of a cell growth apparatus 

according to Figure 1, 

Figure 3 is a cross section through A-A of Figure 2, 
Figure 4 is a cross section through B-B of Figure 2, 
Figure 5 shows the arrangement of the probes in the cell growth /7 

chamber, 

Figure 6 is an enlargement in the area of the attachment of the 

4 

membrane. 

Figure 7 is a diagrammatic representation of a two-chsoober 
system, 

Figure 8 is a diagram of a three-chamber system and 
FigureT is a perspective view of the construction of the cell 
growth apparatus* 

According to Figure 1, a cell growth apparatus, in its most 
simple embodiment consists, each, of a cell growth chamber 1, which 
is enclosed by medium chamber 2 and product chamber 3. In Figure 
2, additional cell growth chambers 1', 1", one additional medium 
chamber 2' and one additional product chamber 3* are shown. The 
apparatus is expandable as desired depending on needs. The three 
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chambers are limited by a covering plate 4 and a bottom plate 5, 

The individual chambers are sealed with maintenance of sterility by 

membranes and seals attached on their sides. In a line 6 for cell 

inlet and cell harvesting, probes 7 or ?• are provided for the 

measurement or the control of pH and pOj. For the attachment of 

the probes for example inside cell growth chamber 1' rigid setting 

bolts 8 or 8' are provided. The cell growth apparatus is provided 

with attachments 9, 9« for a nutrient medium as well as attachment 

10, 10* for the product. A container 11 for the preparation of the 

nutrient medium is connected through line 12, metering valve 13, 

pump 14, valve 15 and flexible line 16 with connection 9 at the 

cell growth apparatus. Through line 17 the circulating medium is 

returned into container 11. Container 11 is connected with a 

temperature regulation 18 as well as a gas introduction 

< 

installation 19. The gas introduction station 19 contains an inlet/8 
line 20 for air and an inlet line 21 for carbon dioxide. Between 
gas introduction station 19 and container 11, an air inlet filter 
22 and, in the exhaust air line 23, an exhaust air filter 24 are 
"prdvided." 

Figure 2 shows the floorplan of the cell growth installation 
according to Figure 1 with floor plate 5, connection 9 for the 
medium inlet and connection 9 • for the medium removal from and to 
medium chambers 2 and 2" as well as connections 6' and 6" to the 
cell growth chambers 1, 1', and 1". 

In Figure 3, cell growth chamber 1, medium chamber 2 and product 
chamber 3 is attached between the covering plate 4 and the floor 
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plate 5. Between the cell growth chamber 1 and medium chamber 2 a 
membrane A is provided, and between product chamber 3 an additional 
membrane B is provided. The inlet of the medium occurs through 
connection 9 and the removal of medium^ through connection 9». 
Connection 10 is provided for the inlet of product and connection 
10' for the outlet of product. Both the medium flow as well as the 
product flow are indicated by point-dotted lines with arrows. 

In Figure 4, connection 6' is provided for the inlet of the cell 
suspension and connection 6" for the outlet of the cell suspension. 
Here the path of the cell suspension is also indicated by a point- 
dot line. 

Figure 5 shows the arrangement of probes 7, ?• in inlet brace 6* 

and outlet brace 6" of the cell growth chamber 1, limited for the 

attachment in their penetration depth by rigid setting bolts 8 and 

< 

8 ' . A measurement head 7a is located in the middle of cell growth 
chamber 1. 

Figure 6 shows the attachment of membranes A, B and of feOsrics 
25, 25', which are used for the immobilization of the. cells [and] 
liicroorgahisms". The attachment occurs by clamping at the 
periphery, with sealing material 27, 27' and 28, 28' applied to the 
fabric serving simultaneously for maintaining the separation 
distance. 

Figure 7 shows the diagram of a two-cheunber system, in which 
nutrient inlet and product outlet occur through similar membranes 
A. The nutrient medium circulates through connections 9 with 
branches into medium chambers 2, 2', 2", 2"' to connection 9 ' . The 
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cell growth chambers 1, l\ i" feire provided with membranes A, The 
cells are introduced through connection €• into the cell growth 
chambers and after completion of growth or f or other reasons they 
are harvested through connection 6", ' 

In Figure 8, the medium inlet and the product outlet occurs in 
a similar manner to that shown in Figure 7. The cell growth 
chambers in contrast are connected one after each other by 
appropriate line connections. 

Figure 9 shows an opened cell growth chamber with covering plate 
4 and bottom plate 5. Between ' membranes A and B fabrics 25 are 
provided with the. te^rture according tc the invention vrhicb 
functions simultaneously as a bracing fabric for the membranes and 
as carriers 25 or 25 • for the cells. 

The method of operation is explained on the basis of Figure 1. 
After the constiruction of a cell growth apparatus consisting of 
cell growth chambers 1, l\ V\ meditim chambers 2, 2\ product 
chambers 3, 3' as well as covering plate 4 and bottom plate 5, and 
membranes A and B as well as the nuts attached ^between the 
membranes in cell growth chambers 1, l\ i" (Figure 9), the sealing 
properties of the apparatus are checked and sterilization with 
steam is conducted using the known methods. For the immobilization 
of the cell, a cell suspension is [illegible] through line 6* of 
the left side [,] cell growth chambers 1, , i" and outlet lines 
6a on the right side of the apparatus using a corresponding 
inoculation container which is not represented, until all the cells 
are fixed to the nets. 
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At the same time, a nutrient •solution prepared in container 11 /lO 
is recirculated as medium by means of pump 14 through line 16, 
connection 9, medium chamber 2 and 2\, collecting line 9', line 17 
into container 11. The guantity of the iedium flow is set with 
valve 13. The introduction of gas into the nutrient medixim occurs 
by means of a gas introduction apparatus 19, which comprises a 
metering unit for the addition of air through line 20 and COj 
through line 21. These gases are subjected to sterilization- 
filtration before the introduction into container 11 through the 
air inlet filter 22. Exhaust gases from container 11 can escape 
through exhaust gas filter 24. 

Through connection 10, on the product side , it i s possible_ to^ 
line an appropriate fluid for the continual removal of metcdjolic 
products from ce ll growth chambers 1, 1«, l". This fluid flows 
through product chambers 3 and 3» and it leaves the cell growth 
installation through connection 10 • . The product can also be 
removed discontinuously, in that case during the cell growth 
operation the valves to connections 10 and 10 • remain closed until 
suf f icxent pYo have accumulated through permeation through the 

membranes in product chambers 3 and 3 • , which is under pressure and 
which can be removed through line 10 • if needed or for harvesting. 

The mode of operation of the culture chambers can be regulated 
optimally to the production kinetics of each case. This is 
guaranteed by the fact that a desired degree of immobilization of 
the cells is achieved and both the cell side as well as the side of 
the medium and possibly of the product can be subjected to 
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continuous or discontinuous flow. The advantages of the known 
method for cell immobilization, for dialysis culture and perfusion 
cultures can be combined with the method of batch culturing, with 
the^sij}gj,e-CMrrent ^or mult i-current _cpnt iniial jnode _pX..op.e_rat i^n . 
£t_ J.s there for e possible to selec tjghie_j^tj.-fflal-mode.of _opejcat^ /ll 
for each case of production kinetics. The procedure according to 
the invention can be used for biocatalytic conversion of substrates 
to products. The procedure according to the invention is easy to 
handle and it provides better possibilities of control as well as 
the possibility of controlled throughflow and measurement in the 
culture space. In comparison to the complicated procedure of 
microencapsulation, considerably simpler and smaller installations 
guarantee a better possibility of control and produce equally good 
or better results. 

Example ' 

The culture chambers are fitted with polysulfon with a pore size 
of 0.2 im, the inlet and outlet lines for the culture and medium 
chambers are arranged together in parallel and the apparatus is 
sterilizedT ~ ' 

The culture chambers are filled with a cell suspension of the 
hybridoma cell line C28. This is a hybridoma cell line produced 
from primary human cells and a mouse myeloma cell line. It 
produces human IgGl and it separates the latter from the 
surrounding medium. This culture medium consists of 90% Dulbecco 
MEM and 10% fetal calf serum. The initial cell density is 500,000 
cells/mL. The cultivation temperature is 36. 5 'C. In the medium 
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lines, culture medium, which has been enriched with air by means of 
an air lift pump, is circulated by pumping and daily subjected to 
flow with a volume equivalent to the culture chamlDer volume. After 
three days a cell density of 1.8 x 10^ cells/mL is reached, and the 
IgGl concentration on the medium side is approximately 30 mg/liter. 
The cell concentration gradually increases to approximately 100 
mg/liter and it stabilizes after an additional week. 

By the method of the invention, sufficient quantities of 
nutrients are led to the cells in a mild manner and metabolic /12 
products are removed. A harmful physical or chemical effect can be 
kept away from the cells by the membranes. By the arrangement of 
membrane chambers in stacks a high use of volume is given and thus 
the possibility of reaching culturing magnitudes of industrial 
relevance in a unit operation. 

Patent Claims /13 
1. Method for the cultivation of htaman, animal, plant or 

hybrid cells and microorganisms in a bioreactor with at least three 
"adjacent "c^ with at least one first chamber being a cell 

growth chamber (1) , a second chamber being a medium chamber (2) and 
a third chamber being a product chamber (3) , and the individual 
chambers are separated from each other by membranes (A, B) , 
characterized in that a nutrient solution containing medium chamber 
(2) is subjected to a longitudinal flow through it and that the , 
cell growth chamber (1) as well as the adjacent product chamber (3) 
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with its content is in relative motionlessness with regard to the 
flow velocity of the nutrient solution. 

2. Method according to Claim 1, characterized in that the 
cells are immobilized inside the cell growth chamber (1) at the 
carriers made of net like fabrics (25, 25") . 

3. Apparatus for the implementation of the method according to 
Claims 1 and 2, characterized in that at least one cell growth 
chamber (1) is in connection through membrane (B) with a product 
chamber (3) and through an additional membrane (A) with a meditim 
chamber (2) and in that membranes (A) and membranes (B) have 
different pore sizes. 

4. Apparatus according to Claim 3, characterized in that the 
membrane (A) has an exclusion limit of 100,000 daltons. 

5. Apparatus according to Claim 3, characterized in that 
membrane (B) has a pore size of 0.2' /im* 

6. Apparatus according to Claim 3, characterized in that 
membranes (A, B) in the cell growth chamber (1) have an interval of 
0.3 to 10 mm. 

7V Apparatus according to Claims 3 through 6, characterized in 

that a measurement probe (7) is attached by means of attachment 
stud (6») which runs perpendicularly through the two chambers (2, 
3) adjacent to cell growth chamber (1), and in that an additional 
measurement probe (7') is attached by means of attachment stud (6") 
with measurement head (7a) inside of cell growth chamber (1) • 
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8. Apparatus according to <:iaiin 7, characterized in that the 
measurement probes (7, 7') are attached by means of rigid setting 
bolts (8,8'). 

9. Apparatus according to Claims 1 through 8^ characterized in 
that netlike fabrics (25^ 25 •) are attached between the two 
membranes (A, b) of cell growth chamber (1). 

10. Apparatus according to Claim 9, characterized in that the 
netlike fabrics (25, 25 •) are made of plastic fabric. 

11. Apparatus according to Claim 10, characterized in that the 
netlike fabrics (25, 25 •) exhibit diamond-shaped openings. 
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